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研究成果の概要（和文）：腫瘍細胞株をマウスの背部皮下に移植した担癌マウスに浸透圧ポンプを用いて、抗HMGB1モ
ノクローナル抗体を持続投与したところ、コントロールと比較して抗HMGB1抗体投与群において、有意に腫瘍増殖の抑
制が見られた。また、抗HMGB1抗体投与群の腫瘍組織中の新生血管密度がコントロールと比較して有意に減少していた
。しかしながら、免疫不全マウスを用いた担癌マウスモデルでは、抗HMGB1抗体に抗腫瘍効果は認められなかったため
、抗HMGB1抗体の抗腫瘍効果は直接的な作用ではなく、リンパ球等を介した免疫反応による効果である可能性も示唆さ
れた。

研究成果の概要（英文）：The osmotic pump continuous dosing of anti-HMGB1 antibody for 7 days significantly
 reduced tumor growth in mouse tumor graft model, whereas the same dose of anti-KLH antibody (control) had
 no effect on tumor growth. In the group treated with anti-HMGB1 antibody, the number of CD31-positive blo
od vessel in tumor tissue was significantly decreased in comparison with the number by treatment with anti
-KLH antibody. However, the administration of anti-HMGB1 antibody had no effect on tumor growth in tumor g
raft model using immune-deficient mice. These data suggested that anti-HMGB1 antibody reduced tumor growth
 not directly but through immune response.
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１． 研究開始当初の背景 
 

癌は日本人の死因の第一位であり、その治
療を目的とした医薬の開発が急務である。現
在使用されている抗腫瘍薬は副作用が強く、
癌患者の quality of life(QOL)は著しく低下
する傾向にある。その中でも近年登場してき
た抗体を用いた抗腫瘍薬は副作用が少なく、
患者の QOL 向上に貢献している。しかしなが
ら、現在認可されている抗腫瘍抗体薬は、抗
体の標的となる分子が発現している腫瘍に
しか効果が無く、患者のごく一部でしか効果
が期待できない。 
本研究で使用する抗HMGB1モノクローナル

抗体(#10-22)の標的分子である HMGB1 は、腫
瘍の増殖や転移に関与し、様々な腫瘍から分
泌されることが知られている。さらに、HMGB1
は全ての細胞の核内に存在しているという
特徴から、癌の壊死巣の形成に伴い腫瘍の周
囲に放出される可能性が考えられる。したが
って、ほぼ全ての癌から HMGB1 が放出される
可能性が考えられ、抗 HMGB1 モノクローナル
抗体は広い範囲の腫瘍に対して効果がある
と期待される。 
申請者はHMGB1が血管新生促進に関与して

おり、同じく血管新生因子である VEGF の上
流に位置していることを証明する論文を発
表した(Wake et al., Eur J Pharmacol, 2009; 
Acta Medica Okayama, 2009)。マトリゲル血
管新生モデルを用いてHMGB1の血管新生誘導
効果を検討したところ、HMGB1 単独、若しく
はヘパリン単独では血管新生は誘導されず、
HMGB1 とヘパリンを混合した群において血管
新生が強く誘導された。これは、ヘパリン結
合性のある HMGB1 は HMGB1 単独であるとマト
リゲル中のヘパラン硫酸鎖にトラップされ
マトリゲル周囲に刺激を伝えることができ
ないが、HMGB1・ヘパリン複合体は、マトリ
ゲル中のヘパラン硫酸鎖にトラップされる
こと無く周囲組織に刺激を伝えることがで
きた為であると考えられる。つまり、HMGB1
はヘパリンやヘパラン硫酸によって刺激の
伝達を調節されている可能性がある。また、
マトリゲルの周囲皮膚組織を用いて mRNA の
発現を調べたところ、HMGB1・ヘパリン混合
群において血管新生誘導因子として知られ
ている VEGF-A120、TNF-の mRNA の増加が確
認された。 
以上の結果から、現在大腸癌に使用されて

いるアバスチン(抗 VEGF 抗体)の抗血管新生
効果と同様の効果を抗HMGB1抗体が持つ可能
性が強く示唆された。また、HMGB1 はマクロ
ファージの腫瘍内浸潤を阻害し、腫瘍の増殖
を阻害する免疫系を抑制することが知られ
ており、抗 HMGB1 モノクローナル抗体は血管
新生阻害だけでなく、マクロファージの腫瘍
内浸潤を促進する効果もあると考えられる。 

 
 
 

２． 研究の目的 
 

本研究では、抗 HMGB1 モノクローナル抗体
の抗腫瘍効果について検討し、抗腫瘍効果の
認められる腫瘍のタイプを検索する。さらに
は、その抗腫瘍効果の作用機序について検討
を行う。 

 
 

３． 研究の方法 
 

(1) 昆虫細胞発現系を用いた組換え HMGB1 タ 
ンパク質の発現と精製 
 
HMGB1 に対する抗体を作成するには、抗
原が必要である。組換え HMGB1 タンパク
質を作製する為、まず HMGB1 遺伝子を昆
虫細胞発現用プラスミドに組み込み
HMGB1 発現プラスミドを作製した。その
プラスミドを昆虫細胞に導入し、HMGB1
発現用バキュロウイルスを作製した。さ
らに、そのウイルスを昆虫細胞に感染さ
せることで、HMGB1 を強制発現させた。
以上の手法により得られた組換え HMGB1
はヒスチジンタグを N 末端に結合した形
で発現するようにデザインされているた
め、Ni-NTA アガロースを用いたアフィニ
ティ精製を行い、精製組換え HMGB1 タン
パク質を得た。 
 

(2) ラット由来抗 HMGB1 抗体の作成と大量精 
製 
 
HMGB1 とアジュバントのエマルジョン溶
液をラットフットパッドに注射し免疫を
行った。3 週間後ラットリンパ節を摘出
し細胞を調整した。そのラットリンパ節
細胞とミエローマ細胞をフュージョンし、
適切に融合した細胞をスクリーニングし
た。融合細胞をクローニングし、培養し
た上清を回収し、MEP HyperCel を用いた
アフィニティ精製により抗 HMGB1 抗体を
含む IgG フラクションを精製した。 
 

(3) Colon26 大腸癌細胞株を用いた担癌マウ 
スの作製 
 
マウスの背部皮下に Colon26 大腸癌細胞
株（2×105cells）を移植し、1 週間腫瘍
が生着するのを待った。マウスの系統は
BALB/c を用いた。 

 
(4) 免疫不全マウスを用いた担癌モデルマウ

スの作製 
 
マウスの背部皮下に A549 肺癌細胞株（2
×105cells）を移植し、1週間腫瘍が生着
するのを待った。マウスの系統は
C.B17/Icr-scid（免疫不全）を用いた。 
 



(5) B16 メラノーマ細胞株を用いた担癌マウ 
スの作製 
 
マウスの背部皮下に B16 メラノーマ細胞
株（4×105cells）を移植し、2 週間腫瘍
が生着するのを待った。マウスの系統は
C57BL6/J を用いた。 
 

(6) 担癌マウスへのラット抗 HMGB1 モノクロ 
ーナル抗体投与方法の検討 
 
作製した担癌マウスに抗体をオスモティ
ックポンプを用いた持続皮下投与（抗体
を充てんしたポンプをマウス背部皮下に
埋め込む）（0.5g/hour 1week）、静脈内
投与（400g/mouse 週 2 回 4 週間）、腫
瘍内投与（200g/mouse 週 2 回 4 週間）
を行った。週に 2 回腫瘍径を計測し腫瘍
体 積を 算出 した （π /6 × length ×
(width)2）。体重も同時に計測した。 

 
(7) 腫瘍血管新生に対するラット抗 HMGB1 モ 

ノクローナル抗体の効果 
 
抗体投与開始後 28 日目にマウスをサク
リファイスし、10%ホルマリンで固定した。 
パラフィン包埋後 5m 厚に薄切し、スラ
イドガラスへ進展した後、脱パラを行っ
た。クエン酸抗原賦活液にスライドを浸
し、120℃、20 分間オートクレーブによ
り熱処理を行い、抗原賦活を行った。抗
CD31 一次抗体（血管内皮マーカーに対す
る抗体）を 4℃, overnight 反応させ、洗
浄を行い、ペルオキシダーゼ標識二次抗
体を室温で 2 時間反応させた。洗浄を行
った後、DAB+H2O2 をスライドガラスへ滴
下し、血管内皮を染色した。血管密度は
ランダムに抽出した 5 視野中に存在する
CD31陽性血管数を計測することで算出し
た。 

 
(8) EA.hy926血管内皮細胞株を用いた血管形 

成に対する HMGB1 の効果 
 
96ウエルプレートにマトリゲルをコーテ
ィングした。その上に血管内皮細胞を播
種し、種々の試薬を添加し、チューブフ
ォーメーションの程度を観察した。 

 
 
４． 研究成果 

 
最初に、担癌マウスに投与するために

必要となる抗HMGB1モノクローナル抗体
の大量精製を行った。抗 HMGB1 モノクロ
ーナル抗体産生ハイブリドーマ細胞培
養上清を回収し、MEP HyperCel レジンを
用いてアフィニティークロマトグラフ
ィーを行い、大量の抗 HMGB1 モノクロー
ナル抗体を得た(図 1)。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

抗体投与方法、投与量を検討するため
に、Colon26 細胞株担癌マウス(BALB/c)
を用いて投与方法の違いによる腫瘍増
殖抑制効果の有無を確認した。オスモテ
ィ ッ ク ポ ン プ に よ る 持 続 投 与
(0.5l/hour、7 日間)においては抗腫瘍
効果が認められたが(図 2)、静脈内投与
2 回/week (4 週間)では抗腫瘍効果が得
られず、抗体がラット由来の抗体であっ
たためか、アナフィラキシーショックに
より 4 週目の投与時にすべて死亡した。
また、アナフィラキシーによる反応を回
避するためにSCIDマウス(機能的なT細
胞、B 細胞が欠如しており、免疫グロブ
リンもほとんど産生されない)を用いて
静脈内投与 2 回/week (4 週間)も行った
が、抗腫瘍効果は得られなかった。この
ことより、抗 HMGB1 抗体の抗腫瘍効果に
は免疫系細胞が関与している可能性が
示唆された。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
さらに、Colon26 細胞株以外の細胞株

に対して抗HMGB1抗体の抗腫瘍効果を確
認した。抗 HMGB1 抗体は B16 細胞株担癌
マウス(C57BL/6)に対しては腫瘍の増殖
を抑制したが、SCIDマウスを用いたA549
細胞株担癌マウスにおいては、抗腫瘍効
果は認められなかった。SCID マウスを用
いたアッセイは免疫系の不全が原因で
抗腫瘍効果が発揮されなかったと考え
られる。 
Colon26 細胞株担癌マウス(BALB/c)に

(図 1) 
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(図 2) 



オスモティックポンプを用いて抗体を
持続投与(0.5l/hour, 7 日間)したマウ
ス(BALB/c)より摘出した腫瘍を固定し、
パラフィンブロックを作製し、組織染色
を行ったところ、対照抗体投与群と比べ
て抗HMGB1モノクローナル抗体投与群の
腫瘍内新生血管が優位に減少しており、
HMGB1 が腫瘍血管新生に何らかの関わり
があることが示唆された。 
そこで、血管内皮細胞に対する、HMGB1

と抗HMGB1モノクローナル抗体の効果を
確認するために、血管内皮細胞株
(EA.hy926 細胞)を用いた in vitro チュ
ーブフォーメーションアッセイ(試験管
内血管新生試験)を行った。しかしなが
ら、HMGB1 単独添加群はバッファーコン
トロール群と比べてチューブフォーメ
ーションに優位な差は認められなかっ
た。 
以上の結果より、抗 HMGB1 抗体は

HMGB1 を中和することで腫瘍血管新生を
抑制し、腫瘍増殖が抑えられると考えら
れた。また、血管新生には HMGB1 単独で
の作用ではなく、他の生体因子との相互
作用が関連していると考えられる。 
今回、担癌マウスに静脈内投与により

ラット由来抗HMGB1抗体を投与したとこ
ろアナフィラキシーを起こし死亡した
ため、SCID マウスで抗体効果を観察した
が抗腫瘍効果が見られず、投与方法は最
初に設定したオスモティックポンプに
よる投与に決定した。しかしながら、こ
の方法であるとオスモティックポンプ
からの投与量が少なく、抗腫瘍効果も弱
かった。この為、投与方法を腫瘍内投与
に変更してみたが、ラット由来の抗体を
顕著な抗腫瘍効果が現れるまで投与す
るとやはりアナフィラキシーショック
が起こった。 
以上の理由より、この問題を根本的に

解決するにはマウス由来の抗HMGB1抗体
を作製しなければならないと考え、マウ
スモノクローナル抗体作製に着手した。
抗体作製には免疫を行うための抗原が
大量に必要になる為、バキュロウイルス
発現系を用いてHisタグ付きリコンビナ
ント HMGB1 を強制発現させた、さらに
Ni-NTA アガロースゲルを用いてアフィ
ニティ精製を行い精製リコンビナント
HMGB1 を得た(図 3)。この操作を抗体作
製に必要となる量が取れるまで繰り返
した。今後、この抗原を免疫しマウス由
来のモノクローナル抗体を作製してい
く。 
本研究により、抗 HMGB1 抗体は少なく

とも2種類の腫瘍には抗腫瘍効果が存在
することが明らかとなり、さらに他の種
類の腫瘍への抗腫瘍効果が期待される。
また、抗腫瘍効果の一因として血管新生
だけではなく、免疫系細胞の関与も明ら

かにしつつあり、アバスチンのように抗
血管新生活性だけでない、複数の効果に
より抗HMGB1抗体は腫瘍増殖を抑制する
と考えられる。以上のことから、抗 HMGB1
抗体は既存の抗体医薬品より優位な抗
体医薬として開発されうると期待され
る。 
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